


















the  greatest  threats  to  public  health. Mitigating  the  spread  of  antibiotic  resistance  requires  a 







(p  <  0.05),  significantly  quicker  than  the  current  gold  standard  of  culture‐based  antimicrobial 
susceptibility  testing. These  results demonstrate  a  clear pathway  to a  low  cost, phenotypic  and 






Since  their  discovery  in  1928,  antibiotics  treat  bacterial  infections  and  enable  safe  routine 
surgeries  by minimising  the  risk  of  infection‐related  complications  [1]. However, poor  antibiotic 
stewardship  spanning  several  decades  across  numerous  industries  such  as  agriculture  [2]  and 
cosmetics [3], has resulted in a vastly increasing prevalence of antibiotic resistant organisms. 
The  World  Health  Organisation  (WHO)  raised  antibiotic,  or  more  broadly,  antimicrobial 
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Constant exposure to antibiotics selects for adaptive mutations that favour resistant strains [7]. 
Therefore, various methods to mitigate the spread of antibiotic resistance exist, including new drug 
and  vaccination  development,  improved  antibiotic  stewardship  and  better  diagnostic  testing. 
Effective  tackling  of AMR will  require  a multipronged  approach. Developing  rapid  and  reliable 
point‐of‐care (POC) diagnostic tests will enable a quick identification not only of the type of infection 




[9].  This  process  can  often  take  at  least  2  days  (longer  for  slower  growing  organisms  such  as 
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis)), which can lead to an increase in resistance and even be 
potentially  fatal  in  time‐limited  situations  (e.g.,  sepsis). Automated  systems  exist  based  on  disk 
diffusion and broth dilution methods where time‐to‐result is decreased to ≈6–12 h and throughput is 










bacteria  and  assess  their  antibiotic  susceptibility  significantly  speeding up AST  [14,15].  Imaging 
coupled  to a microfluidic  chip has also proved  to be very  efficient  for  fast AST  for urinary  tract 
infections  (UTIs)  [16]. Nevertheless,  the World Bank  reframing AMR as a development challenge 
highlights  that  most  recently  proposed  AST  technologies  do  not  progress  towards  further 
development,  commercialisation  and  wider  use  because  they  require  financial,  laboratory  or 
technological resources not affordable by all [13]. 
Electrochemical  sensing  systems  offer  many  advantages  looking  towards  AST  diagnostics 
including  low‐cost, mass‐manufacturable production,  label‐free detection  and  ease of  integration 
with  readout  electronics  [17]  to provide useful  sample‐to‐answer data  for  clinicians  at  the POC. 
Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) is an important tool using a range of frequencies to 
gain  information  about  both  the  resistive  and  capacitive  (dielectric)  properties  of  a  system  [18]. 
Investigation of  impedance changes enables  the assessment of bacterial growth over  time  [19,20]. 
Previously, EIS has been used to identify microorganisms including Staphylococcus aureus (S. aureus), 





formats  (e.g.,  three‐electrode  cells  encompassing  individual  counter,  reference  and  working 
electrodes).  Advantages  include  low  cost  and  ease  of  fabrication,  simple  cleaning  processes, 
integration  of  the  three‐electrode  cell  onto  an  on‐chip  format,  and  they  provide  repeatable  and 
reliable measurements with  rapid  time‐to‐result  [24,25].  SPEs  are  particularly  valuable  for  both 
prototyping and integration into rapid POC diagnostics since they can be mass‐produced at relatively 
low cost compared to other types of macroelectrode or microelectrode [26]. In addition to bacterial 
detection,  SPEs  have  previously  been used  for  a wide  range  of  applications  including uric  acid 
detection [27], glucose monitoring [28] and electrochemiluminescence (ECL) [29]. 
In  this work,  the concept of  the gel‐modified SPE  [23] has been advanced by  improving  the 
measurement  duration  and  assessing  its  potential  for  detecting  a  wider  range  of  organisms. 
Escherichia  coli  is  a  Gram‐negative  bacterium  commonly  found  in  the  mammalian  gut  and  is 
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considered part of the normal flora [30]. Although most E. coli are harmless, some can cause severe 
food poisoning  [31] or  facilitate  resistance  transmission  through  their  capacity  as  a  reservoir  for 
resistance genes  acquired by horizontal gene  transfer  [32]. E.  coli  is  also  a  common  cause of  the 
bladder infection cystitis, which can lead to UTIs [33]. Like any microorganism, being able to identify 
it quickly and ascertain the best source of treatment is of upmost importance for patient health. To 






several mycobacteria  feature doubling  times  on  the  scale  of  several  hours  to days  [34],  and  the 
presented test support will enable AST to be performed on these types of organisms in addition to 
relatively fast‐growing organisms such as S. aureus, and E. coli which is shown in this paper. The test 
support  structure  also  provides  the  added  advantage  of  levelling  the  baseline  compared  to  the 




Commercially  available  gold  (Au)  screen‐printed  electrodes  (SPEs)  featuring  on‐chip  silver 
reference and gold counter electrodes were used throughout the study (DropSens, Oviedo, Spain) 
(ref C223BT). Prior to use, SPEs were electrochemically cleaned by cyclic voltammetry (CV) between 
































six  SPEs  (allows multiplexing  of  six  SPEs  concurrently),  a hydrogel  enclosure plate  (transparent 
acrylic) and a top lid structure (transparent acrylic) to seal the samples and prevent gel drying. The 







Electrochemical measurements  on  the  SPEs were  performed  using  a  three‐electrode  cell  as 
shown in Figure 1b. Measurements were performed using a potentiostat (PalmSens PS4, PalmSens, 
Houten, Netherlands) with associated data analysis software (PSTrace).   
Scanning  electron  microscope  (SEM)  (TM‐1000,  Hitachi,  Tokyo,  Japan)  images  of  the  Au 
working  electrode  SPE  surface  were  performed  by  scanning  a  150  ×  150  μm‐area  at  ×1.0  k 
magnification (Figure 1a). 
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found that our set‐up can discern bacterial growth trends directly from ‘raw’ impedance values at a 
particular  frequency  (not  requiring  a  circuit  model)  ultimately  decreasing  the  instrumentation 
complexity which facilitates ready deployment at the POC. Various parameters were examined and 
both Z and the phase angle at 100 kHz were chosen as the most representative indicators of bacterial 
growth.  The  electrochemical  parameters  were  normalised  by  dividing  each  data  set  by  their 
corresponding  value  at  time  t  =  0  as  described  by  Connolly  and  Shedden  (2010  Patent)  [35]. 




















be  integrated with  the existing measurement setup. The electrode combines Au counter  (CE) and 
working electrodes (WE), with a Ag reference electrode  (RE). The working electrode  is 1.6 mm  in 
diameter. Figure 1b shows the electrode used, and an SEM image of the Au WE surface in Figure 1a. 
The  SEM  image  shows  that  the  Au  surface  is  highly  irregular  and  features  deep  voids  and 
nonhomogenous particle sizes. 
Figure 1d shows exemplar electrochemical impedance spectroscopy (EIS) Nyquist plots for the 







1.  Increase  the  air  water  vapour  content  and  thus  balance  the  evaporation  rate  by  gel 
environmental water absorption (hydrogels are highly hygroscopic structures, prone to ‘swelling’ in 
humid environments). 
2.  Enclose  the  gel  samples within  a  smaller  volume  to  induce  the  system  to  quickly  reach 
saturation  (condensation  and  evaporation  rates become  equal)  and  therefore  expose  the gel  to  a 
consistent moisture level and effectively cause zero net evaporation. 
Implementing the first strategy involved placing a humidifier inside the incubator which would 
automatically  adjust  the  humidity  level  based  on  the  desired  humidity  setting.  A  baseline  (no 
bacteria) electrochemical measurement was performed  simultaneously  to  investigate  the effect of 
humidity  on  the  resulting  electrochemical  data.  These  experiments  were  only  exploratory  and 
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therefore were  not  replicated.  The  resulting  impedance  traces  obtained  following  the  humidity 






Figure  2.  (a)  Summary  of humidity  control  experiments  showcasing  the  effect  on  environmental 
humidity  level  on  gel  electrochemical  impedance  at  100  kHz,  the  sharp  increase  in  impedance 
evidencing  the  hydrogel  drying  out  as  time  elapses  except  at  75%  (orange  curve).  (b)  The  75% 





structure  created  to maintain  gel  integrity with  SPEs  and  (f)  schematic  of  test  support  hydrogel 
enclosure showing gel deposit and bacteria culture. 
Increasing  the  RH  level  beyond  this would  not  only  slow  down  the  evaporation  rate  by 
increasing the air humidity ratio, but also promote water attachment to the polymeric backbone of 
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of  the  humidifying  element,  and  its  ability  to maintain  a  stable  humidity  at  that  level.  If  the 
measurement were  to be  repeated, adequate  time would be  left prior  to measuring  to ensure  the 
humidity level had stabilised adequately prior to recording data. 
Additionally, if left free‐standing inside the incubator in a highly humid environment, the gel 







results  suggested  that,  in order  to maintain a  consistent baseline  for bacterial measurements,  the 






test  support,  due  to  the  gel  drying.  The  stainless‐steel  base  and  acrylic  enclosure  and  lid  are 
inexpensive  and  permit  aseptic  cleaning with  70%  ethanol.  In  addition,  acrylic  is  convenient  to 
manufacture and shows electrochemical inertia. The gel enclosure developed is highlighted in Figure 



















longer  doubling  times  enabling  the  development  of  a  truly  generic AST  sensor  for  any  type  of 
bacterial/fungal sample presented. 










(Figure 3c).  It became apparent  from  the profiles  that E.  coli deposited onto  the gel  seeded with 






measurement  taken  at  time  t  =  0  (Figure  3d). This parameter produced  a  faster  time‐to‐result of 
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This  time‐to‐result  is significantly quicker  than the current gold standard AST of at  least 1–2 
days, and could be a very useful tool for rapid, low‐cost AST testing at the point of care (POC). While 
it  is  envisioned  that  going  forth,  we  may  further  decrease  the  experimental  timescales  by 
implementing  chemometric  techniques  such  as principal  components  analysis  (PCA) or machine 





prescribing  of  (typically  broad  spectrum)  antibiotics whilst  improving  stewardship  of  our most 
treasured antimicrobial stocks. 
EIS  was  chosen  over  alternative  electrochemical  techniques  such  as  voltammetric  or 
amperometric techniques for a number of reasons including its sensitivity, and for the large amount 
of data that can be produced in a single measurement across a wide frequency range in a relatively 
short  period  of  time.  When  looking  towards  a  final  POC  device,  being  able  to  simplify  the 
measurement electronics  to a  smaller  frequency  range, or  indeed performing a DC measurement 












Fast  time‐to‐result with  a  simple measurement  format  at  the point‐of‐care  could  inform  the 
therapeutic  decision  independently  from  resource  availability  and  enhance  overall  antibiotic 
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stewardship. Moreover, it would allow the monitoring of treatment efficacy for a more personalised, 
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